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(57) Abstract 



The invention concerns polypeptide-containing parenteral pharmaceutical forms of administration in the form of microparticles, and 
a method for the preparation thereof. According to the invention, the microparticles contain as biodegradable polymer an ABA-tri-block 
copolymer whose A-block is a lactic and glycolic acid copolymer and whose B-block is a polyethyleneglycol chain, together with additives 
selected from the group comprising serum proteins, polyamino acids, cyclodextrins; cyclodextrin derivatives; saccharides; amino sugars; 
amino acids; detergents or carboxylic acids and mixtures of these additives. The microparticles according to the invention continuously 
release the polypeptide over a relatively long period of time even when the amounts of polypeptide they include are small or sensitive to 
aggregation. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Polypeptid-enthaltende parenterale pharmazeutische Darreichungsformen in Form von Mikropartikeln und 
Verfahren zu deren Herstellung. ErfindungsgemSB enthalten die Mikropartikel als bioabbaubares Polymer ein ABA-Triblock-Copolymer, 
dessen A-BIock ein Copolymer aus Milch- und Glykolsaure ist und dessen B-Block eine Polyethylenglykol-Kette darstellt, zusammen mit 
Zuschlagstoffen, die ausgewahlt sind aus der Gruppe Serumproteine, Polyaminosauren, Cyclodextrine; Cyclodextrinderivate; Saccharide; 
Aminozucker, Aminosauren; Detergenzien oder Carbonsauren sowie Gemische dieser Zuschlagstoffe. Die erfindungsgemaBen Mikropartikel 
setzen auch bei EinschluB geringer bzw. aggregationsempfindlicher Polypeptidmengen das Polypeptid iiber einen langeren Zeitraum 
kontinuierlich frei. 
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5 Pnlvnontid-enthaltgnde P har m fl ™..tische Darreichungsformen in Form von 
M ikrnpartikeln unri Verfahren zu deren Herstellung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind parenteral pharmazeutische Darreichungs- 
formen in Form von Mikropartikeln (MP) zur kontrollierten Freisetzung von Polypep- 
10 tiden und Verfahren zur Herstellung dieser Mikropartikel. 

Durch das schnelle Fortschreiten der Entwicklung in der Biotechnologie stehen eine 
Vielzahl von bioaktiven Makromolektilen in ausreichender Menge zur klinischen An- 
wendung zur Verfugung. Bedingt durch ihre Struktur werden sie im Magen-Darm-Trakt 
1 5 hydrolytisch gespalten und konnen daher nur parenteral verabreicht werden Wegen ihrer 
kurzen Halbwertszeit ist die Entwicklung von parenteral Depotsystemen sinnvoll, urn 
die Injektionshaufigkeit zu reduzieren und konstante Blutspiegel zu erreichen. 

Es werden in der Fach- und Patentliteratur eine Reihe von Depotsystemen, insbesondere 
20 mikropartikulare Systeme, beschrieben, urn physiologisch aktive Substanzen nach paren- 
teraler Applikation uber einen langeren Zeitraum hinweg moglichst konstant freizusetzen 
Dabei ist anzumerken, daB Proteine im Vergleich zu niedermolekularen Substanzen auf- 
grund ihrer komplexen Struktur, ihres hohen Molekulargewichtes und dem - bedingt 
durch ihre hohe biologische Wirksamkeit - geringen erforderlichen Beladungsgrad einige 
25 Besonderheiten aufweisen, die eine erfolgreiche Mikroverkapselung erschweren. So kann 
je nach Art der eingesetzten Mikroverkapselungsmethode die Proteinstabilitat negativ 
beeinfluBt werden und die Freigabe nicht optimal bzw. mit unberriedigendem Freigabe- 
profil erfolgen. Das Freigabeverhalten wird einerseits durch das hohe Molekulargewicht 
und die hydrophile Struktur, andererseits aber auch durch Stabiiitatsprobleme (u.a. 
30 Aggregation) des Proteins und dem niedrigen Beladungsgrad beeinfluBt. 

Eine der wichtigsten Herstellungsmethoden fur Mikropartikel, wie zum Beispiel Mikro- 
kapseln oder Mikrokugeln, ist das sogenannte "Tripelemulsionsverfahren", das auch 
bereits zur Mikroverkapselung von Proteinen Anwendung gefunden hat. Grundsatzlich 
35 wird bei dieser auch als W/O/W-Technik bezeichneten Methode der Wirkstoff in einer 
waflrigen Losung geldst bzw. suspendiert, und diese waBrige Losung mit einer das 
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Polymer enthaltenden "oligen Losung" aus einem organischen, nicht mit Wasser misch- 
baren Losungsmittel zu einer W/O-Emulsion homogenisiert. Diese W/O-Emulsion wird 
in eine waBrige Stabilisator-haltige Losung (auBere waBrige Phase) dispergiert, so dafl 
eine Emulsion mit drei Phasen (Tripelemulsion) entsteht. Mitt els verschiedener 
5 Techniken wird dann die Verdunstung des Losungsmittels und damit eine Aushartung 
der Mikropartikel erreicht. Die geharteten Mikropartikel werden durch Zentrifijgieren 
und/oder Filtrieren gesammelt und nach Waschen mit Wasser oder geeigneten wassrigen 
Lbsungen und durch Lyophilisation oder Vakuumtrocknung bei Raumtemperatur ge- 
trocknet. Als Polymere werden in der Regel Polymere aus Milchsaure (LA = lactid acid) 
H) und Glykolsaure (GA = glycolic acid) oder deren Copoiymere (PLGA) mit Molekular- 
gewichten zwischen 2.000 und 100.000 und einem Verhaltnis von Milchsaure: Glykol- 
saure zwischen 100:0 bis 50:50 eingesetzt. 

Als problematisch kann sich bei der Anwendung des Tripelemulsionsverfahrens der 
15 Restlosungsmittelgehalt in den Mikropartikeln erweisen (R. Jalil und J R. Nixon, J. 
Microencapsulation 7 (3), 1990, S. 297-325), da das als Polymerlbsungsmittel am 
haufigsten verwendete Dichlormethan aus toxikologischer Sicht bedenklich erscheint. 
Aber auch aufgrund einer moglichen Beeinflussung der Polymer-Eigenschaften und der 
Wirkstoffstabilitat in der Polymermatrix sollte der Restlosungsmittelgehalt moglichst 
20 gering sein. 

Die Herstellung von Mikrokapseln mit Hilfe des Tripelemulsionsverfahrens wird z.B. in 
der europaischen Patentanmeldung EP 0 145 240 (Takeda) offenbart, wobei dort die 
innere waBrige Phase eine Viskositat von mindestens 5.000 mPas besitzt bzw. vollig ver- 
festigt ist. Die Erhohung der Viskositat erfolgt durch Hilfsstoffe wie Gelatine, humanes 
25 Serumalbumin, Globulin, Casein, Collagen und Polyaminosauren. In Anwendungs- 
beispielen wird die Mikroverkapselung von y-Interferon bzw. Heparin beschrieben 

In der Patentschrift EP 0 190 833 (Takeda) wird das gleiche Herstellungsverfahren 
beschrieben, nur ist hier die Viskositat der W/O-Emulsion auf einen Wert zwischen 150- 
10.000 mPas einzustellen. Dies geschieht durch Variation der Polymer-Konzentration 

30 (PLGA 100/0 - 50/50) und dem Zusatz von naturlichen oder synthetischen hoch- 

molekularen Verbindungen, wie z. B. Proteinen, Kohlenhydraten (Cellulose, Dextrin, 
Pektin, Starke, Agar), Polyvinylverbindungen, Polycarbonsauren oder Polyethylenver- 
bindungen in die waBrige Phase. Dadurch soil eine stark verminderte Aggregations- und 
Kohasionsneigung der Mikropartikel wahrend der Herstellung erreicht werden. In einem 

35 Anwendungsbeispiel wird Interferon alpha verkapselt. 
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3 

In EP 0 442 671 (Takeda) werden beziiglich Aggregationsverhalten, spharischer Gestalt 
der Mikropartikel und moglicher Zusatze ahnliche Angaben wie in EP 0 190 833 
gemacht. "ArzneistofF-zuruckhaltende Substanzen" sind gemafl Patentschrift nicht unbe- 
dingt erforderlich. Die in der Beschreibung naher erlauterten und konkret ofFenbarten 
5 Beispiele betreffen das kurzkettige und relativ stabile Peptid TAP 1 44, das ein LHRH- 
Analogon darstellt. 

Auch in der Fachliteratur sind Beispiele fur die Mikroverkapselung von Peptiden bzw 
Proteinen mit Hilfe der W/O/W-Technik publiziert. 

10 

So beschreiben Ogawa et al., (Chem. Pharm. Bull. 1988, Vol. 36, Nr. 3, S. 1095-1 103) 
die Mikroverkapselung von Leuprorelinacetat, einem Peptid, unter der Verwendung von 
PLA (Polymer aus Milchsaure) bzw. PLGA und gehen auch auf das Freisetzungs- 
verhalten des Peptids ein. 

15 

Cohen et al., (Pharmaceutical Reseach 1991, Vol. 8, Nr. 6, S. 713) verkapselten FITC- 
Meerrettich-Peroxidase und FITC-BSA in PLGA-Mikropartikeln mit einem Molekular- 
gewicht von 14.000 oder weniger und einem Anteil Milchsaure/Glykolsaure von 75/25 
und fanden sowohl eine Unversehrtheit des Proteins BSA als auch einen Erhalt der 

20 Enzym-Aktivitat. JefFery H. et al. (Pharmaceutical Research 1993, Vol. 10, Nr. 3, S. 
362) benutzten Ovalbumin als Kernmaterial und konnten die Unversehrtheit des freige- 
setzten Proteins zeigen. M. S. Hora et al., (Biotechnology 1990, Vol. 8, S. 755) ver- 
wendeten Interleukin-2 und modifizierte Formen davon als Kernmaterial und unter- 
suchten das Freisetzungsverhalten von PLGA-Mikropartikeln, die humanes Serum- 

25 albumin als Exzipiens enthielten. 

Ferner wurden in verschiedenen Publikationen anhand von Modellsubstanzen fur 
Proteine verschiedene Verfahren zur Herstellung von Mikropartikeln auf Basis der PLA- 
bzw. PLGA-Polymere und der EinfluB von Zuschlagstoffen auf die Proteinstabilitat naher 
30 untersucht (vgl. W. Lu und G. Park, PDA Journal of Pharmaceutical Science & Tech- 
nology, 1995, 49: 13 - 19; M.-K. Yeh et al., Journal of Controlled Release, 1995, 33: 
437 - 445; M. J. Alonso et al., Vaccine, 1995, 12: 299 - 306; J.P. McGee et al., Journal 
of Controlled Release, 1995, 34. 77-86). Als Modellproteine wurden hierbei Ovalbumin, 
Tetanus-toxoid und Carbo-Anhydrase untersucht. 



35 
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Youxin L. et al. (Journal of Controlled Release 32, (1994) 121-128) beschreiben Depot- 
formen aus ABA-Triblock-Copolymeren (MW:15 000-40 000), deren A-Block ein Co- 
polymer aus Milch- und Glykolsaure ist und deren B-Block eine Polyethylenglykol-Kette 
(PEG) darstellt. Sie stellten fest, daB diese Mikropartikel das fur Aggregation relativ 
5 unempfindliche bovine Serumalbumin, das als Modellprotein bei hohem Beladungsgrad 
(ca. 3-4% w/w) eingesetzt wurde, schnell und kontinuierlich uber 2-3 Wochen freisetzen 
(Polymerzusammensetzung LA:GA:PEG=48: 14:38 [Mol%] ). 

Die im Stand der Technik zur Herstellung von Mikrokapseln bisher haufig verwendeten 
io PLGA-Polymere weisen aufgrund ihres hydrophoben Charakters als entscheidenden 
Nachteil eine geringe Quellfahigkeit auf, wodurch der Wassereintritt in das Innere der 
Depotform nur langsam erfolgen kann. Dadurch ist eine Diffusion der Proteinmolekiile 
durch die Polymerschichten nur erschwert moglich, was eine unbefriedigende Frei- 
setzungsrate zur Folge hat. Dies ist insbesondere beim Einschlufl sehr geringer Poly- 
15 peptidmengen, d.h. bei niedrigem Beladungsgrad, in die Mikropartikel der Fall. AuBer- 
dem bewirkt die langsame Wasseraufhahme wegen der geringen verfugbaren Wasser- 
menge eine hohe lokale Proteinkonzentration, wodurch eine Bildung von hoch- 
molekularen Proteinaggregaten gefbrdert wird. Diese konnen wiederum wegen ihres 
hohen Molekulargewichtes nicht mehr freigesetzt werden. Eine therapeutisch zuver- 
20 lassige Dosierung des Wirkstoffes ist dann nicht mehr gewahrleistet. Ferner kann es 
bedingt durch den hohen Anteil der Proteinaggregate zu unerwiinschten immuno- 
logischen Reaktionen kommen. Nur sehr stabile Proteine mit relativ hohen Beladungs- 
graden von beispielsweise mehr als 5 % konnen mit akzeptabler Rate und ohne Bildung 
von Aggregaten uber einen langeren Zeitraum hinweg freigesetzt werden. 

25 

Es zeigte sich ferner, daB auch hydrophile ABA-Triblock-Copoiymere eine kontinuier- 
liche Freisetzung von Polypeptiden uber einen Zeitraum von zwei Wochen dann nicht 
gewahrleisten konnen, wenn der Polypeptidgehalt in den Mikropartikeln sehr gering ist, 
d.h. wenn der Beladungsgrad niedrig ist. Ein niedriger Beladungsgrad liegt dann vor, 

30 wenn nur geringe Polypeptidmengen im Polymer eingeschlossen sind. Ein ahnliches nach- 
teiliges Verhalten in der Freisetzung ist festzustellen, wenn aggregationsempfindliche 
Polypeptide verwendet werden. In diesen Fallen werden auch mit dem hydrophilen AB A- 
Triblock-Copolymer eine verstarkte Aggregatbildung und inakzeptable Freisetzungs- 
zeitraume von weniger als zwei Wochen beobachtet. Dies fuhrt insgesamt zu unbefrie- 

35 digenden Freigaberaten des Wirkstoffes aus dem Polymer. 
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Aufgabe der Erfindung war es, Polypeptid-enthaltende Mikropartikel herzustellen, in 
denen die Aggregation des Wirkstoffes auch fur aggregationsempfindliche Polypeptide 
moglichst gering gehalten bzw. weitgehend vermieden werden soli, und so das Poly- 
peptid in einer moglichst unversehrten Form in den Mikropartikeln enthalten ist. Die 
5 Mikropartikel sollen eine kontinuierliche Freisetzung der Polypeptide uber einen Zeit- 
raum von mindestens zwei Wochen gewahrleisten. Dies sollte vor allem bei solchen 
Mikropartikeln erzielt werden, die einen niedrigen Beladungsgrad an Wirkstoff auf- 
weisen. Insbesondere sollten diese Freisetzungszeitraume for geringe Polypeptidmengen 
von bis zu etw 3 % (bezogen auf die Gesamtmikropartikelmenge) gelten. 

10 

Daneben war es Aufgabe der Erfindung, ein Mikroverkapselungsverfahren bereitzu- 
stellen, mit dem diese gewiinschten Mikropartikel herstellbar sind und das einen toxiko- 
logisch unbedenklichen Restlosungsmittelgehalt in den Mikropartikeln gewahrleistet. 

15 Die Aufgabe der Erfindung wird geldst durch Mikropartikel, die aus einer bioabbaubaren 
Polymermatrix bestehen, in die das Polypeptid eingebettet ist, wobei als Polymer ein 
AB A-Triblock-Copolymer verwendet wird, dessen A-Block ein Copolymer aus Milch- 
und Glykolsaure ist und dessen B-Block eine Polyethylenglykol-Kette darstellt, und die 
Zuschlagstoffe enthalten, die ausgewahlt sind aus der Gruppe Serumproteine, Poly- 

20 aminosauren, Cyclodextrine; Cyclodextrinderivate; Saccharide, wie z. B. Di- und Poly- 
saccharide; Aminozucker; Aminosauren; Detergenzien; organische Carbonsauren sowie 
Gemische dieser Zuschlagstoffe. 

Als Saccharide kommen beispielsweise die Disaccharide Trehalose, Saccharose, Maltose, 
25 in Frage. Polysaccharide sind beispielsweise Raffinose, Starke, Maltodextrine, Alginate 
oder Dextran. Ein geeigneter Aminozucker ist beispielsweise das Chitosan. Ein bevor- 
zugtes Cyclodextrinderivat im Sinne der Erfindung ist beispielsweise das Beta-Hydroxy- 
propyl-Cyclodextrin (HPCD). Als Serumproteine kommen insbesondere Humanserum- 
albumin und bovines Serumalbumin in Frage. 

30 

Als organische Carbonsauren kommen aliphatische und cyclische Monocarbonsauren in 
Frage, beispielsweise Benzoesaure, Essigsaure, Propionsaure, Buttersaure, Isobutter- 
saure, Valeriansaure, Acrylsaure, Crotonsaure sowie deren durch Hydroxygruppen 
substituierten Derivate, wie z.B. p-Hydroxybenzoesaure, B-Hydroxybuttersaure, Salicyl- 
35 saure, Milchsaure oder Glykolsaure. Insbesondere eignet sich Benzoesaure. Die Carbon- 
sauren werden im Rahmen der Herstellung der Mikropartikel im wesentlichen der organi- 
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schen Phase (Poiymerphase) zugesetzt, in der das Polymer gelost oder suspendiert ist. 
Die zugesetzte Menge an Carbonsauren bewegt sich im Bereich von bis zu 30 Gew.-%, 
bezogen auf die Menge der fertigen Mikropartikei, vorzugsweise bis zu 20 Gew .-%, ins- 
besondere 1-15 Gew.-%. Die Verwendung von Monocarbonsauren, wie z.B. Benzoe- 
5 saure, als Zuschlagstoff bewirkt uberraschenderweise eine Verbesserung der Freisetzung 
der Polypeptide aus den Mikropartikein. Ein durch den Zusatz von Carbonsauren zu 
erwartender beschleunigter Polymerabbau konnte dabei im Falle der ABA-Triblock-Co- 
polymere nicht festgestellt werden. 

10 Vorteilhaft im Sinne der Erfindung sind auch Gemische der zuvor genannten Zuschlag- 
stoffe. Beispieihaft seien erwahnt Gemische aus Dextranen und Polyaminosauren. So 
sind z.B. Gemische aus Dextran und Poly-L-Arginin oder Dextran und Poly-L-Histidin 
besonders vorteilhaft in Bezug auf die Erniedrigung der Aggregatbildung des Poly- 
peptides im Mikropartikei. Bevorzugt als Zuschlagstoffe sind auch Gemische aus Cyclo- 

15 dextrinen oder Cyclodextrinderivaten mit Aminosauren oder Polyaminosauren. Auch 
Detergenzien und Triglceride wie beispielsweise Tween 20®, Tween 80®, Pluronic® 
oder Miglyol® sind als Zuschlagstoffe im Sinne der Erfindung geeignet. 

Als Polyaminosauren kommen sowohl die entsprechenden (D) oder (L) bzw. Poly-(D,L)- 
20 aminosauren in Frage. Besonders bevorzugt ist Polyarginin mit einem Molekulargewicht 
von 5.000 - 150.000, insbesondere 5.000 bis 50.000, sowie Polyhistidin mit einem Mole- 
kulargewicht von 5.000 - 50.000, insbesondere 15.000 - 50.000. 

Mit den genannten erfindungsgemaBen Zuschlagstoffen ist es mdglich, den Gesamt- 
25 Aggregat-Anteil des Polypeptides unter 5% zu senken. 

Als Polypeptide kommen im Sinne der Erfindung physiologisch aktive Polypeptide mit 
einem Molekulargewicht zwischen 2.000 bis 200.000 D in Frage. Vorzugsweise betragt 
das Molekulargewicht mindestens 5.000, 10.000 oder 20.000 D. Insbesondere kommen 

30 Polypeptide mit einem Molkulargewicht von bis zu 100.000, vorzugsweise bis zu 50.000 
Dalton in Frage. Solche Polypeptide sind insbesondere biologisch aktive Makromolekule, 
deren Muteine, Analoga, sowie Deletions- oder Substitutionsvarianten, die zu therapeu- 
tischen Zwecken eingesetzt werden konnen. Folgende Polypeptide werden beispieihaft 
erwahnt: Erythropoietin (EPO), Parathormon (PTH), G-CSF, TNF, NGF oder EGF, 

35 sowie deren durch Deletionen oder Substitutionen in der Aminosaurekette ableitbaren 
Derivate. Weitere Polypeptide sind: Interferone (a, fi, y- Interferon), Kolonie stimu- 
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lierende Faktoren, Interleukine, Makrophagen aktivierende Faktoren, B-Zell-Faktoren, 
T-Zell-Faktoren, Immunotoxine, Lymphotoxine, TGF, Thrombopoietin (TPO), Renin- 
Inhibitoren, Collagenase-Inhbitoren, EGF, Wachstumshormone, PDGF, Knochenwachs- 
tumsfaktoren, BMP (bone morphogenic proteins), Insulin, IGF-BP (insulin-like growth 
5 factor binding proteins), ANP (atrial natriuretic peptides), Calcitonin, FSH, LH, NGF, 
Glukagon, TSH (thyroid stimulating hormone), monoklonale oder polyklonale Anti- 
korper. Besonders geeignete Polypeptide sind im Sinne er vorliegenden Erfindung 
aggregationsempfindliche Polypeptide, wie beispielsweise EPO. 

10 Der Polypeptidgehalt in den Mikropartikeln betragt zwischen 0,01 bis 5 Gew.-%, 

bezogen auf die Gesamtmikropartikelmenge. Bevorzugt betragt der Beladungsgrad 0,1 - 
3 Gew.-%, insbesondere 0,1-2 Gew.-%, und bevorzugt 0,1-1 Gew -% Insbesondere 
konnen Mikropartikel mit einem sehr geringen Beladungsgrad von bis zu 1 Gew -% her- 
gestellt werden. Fur aggregationsempfindliche Proteine betragt der bevorzugte Be- 

15 ladungsgrad 0, 1 - 1%, insbesondere 0,2 - 0,6 %. Als untere Grenze kommt ein 

Beladungsgrad von etwa 0,01; 0,05 bzw. 0,1 Gew.-% in Frage. Die Menge des in den 
Mikropartikeln enthaltenen Wirkstoffes ist abhangig von der in jedem Einzelfall zu be- 
stimmenden Dosierung und der therapeutischen Breite des jeweiligen Wirkstoffes. Im 
Falle von EPO betragt die Menge an Wirkstoff etwa 10 \xg - 100 ^g pro 10 mg Mikro- 

20 partikelmenge. Insbesondere werden etwa 10-70 ^ig, bevorzugt 30 - 50 *ig eingesetzt. 
Bei einer spezifischen Aktivitat von EPO von etwa 160.000 U/mg entspricht dies einer 
Dosierung von 1.600 - 16.000 U pro 10 mg Mikropartikelmenge ( 10 - 100 ng pro 10 
mg Mikropartikelmenge). Bevorzugt wird die zu verabreichende Mikropartikelmenge an 
der gewunschten Dosierung von EPO (in U) festgelegt. Wenn beispielsweise der Bela- 

25 dungsgrad 0,4 % betragt (entspricht 40 jig EPO pro 10 mg Mikropartikel) und die 
Dosierung von EPO 20.000 U (entspricht 125 ng EPO) betragen soil, ist eine Mikro- 
partikelmenge von 31,25 mg zu verabreichen. Diese Menge entspricht einer voraussicht- 
lichen Monatsdosis von EPO im DDS-System 

30 Uberraschenderweise wurde gefunden, daB die Verwendung von ABA-Triblock-Copo- 
lymeren in Kombination mit Zuschlagstoffen eine kontinuierliche Freigabe der Poly- 
peptide uber einen langeren Zeitraum hinweg - mindestens jedoch zwei Wochen - 
ermoglicht, und durch die Zuschlagstoffe ein erheblicher aggregationsmindernder Effekt 
erreicht wird. Erfindungsgemafl kommen ABA-Blockpolymere in Frage, deren A-Block 

35 ein Molekulargewicht zwischen 2.000 und 150.000 besitzt, und deren B-Block ein 

Molekulargewicht zwischen 1.000 und 15.000 besitzt. Insbesondere weist der B-Block 
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ein Molekulargewicht zwischen 3.000 bis 10.000 auf. Besonders bevorzugt sind ABA- 
Blockpolymere mit einem Molekulargewicht von 5.000 - 50.000 Dalton, vorzugsweise 
10.000 - 30.000, und einer Polydispersitat von 1,1 - 8,5 oder 1,1 - 5,5 , vorzugsweise 1,5 
- 4,5 und insbesondere bevorzugt von 2-4. 

5 

Tabelle 5 gibt eine Ubersicht uber die erfindungsgemafi verwendbaren ABA-Copoly- 
mere, die sich in ihrer Zusammensetzung bezuglich des Laktid/Glykolid/ PEG-Anteils, 
dem Molekulargewicht und der Polydispersitat unterscheiden. Erfindungsgemafi betragt 
der Polyethylenglykolanteil (PEG-Anteil) im Blockpolymer 20 bis 50 Mol-%, bezogen 
10 auf die Gesamtpolymermenge, vorzugsweise 25 bis 45 Mol-%. Als besonders vorteilhaft 
fur die Freigabedauer und fur die kontinuierliche Freisetzung des WirkstofFes hat sich ein 
PEG-Anteil von 30 bis 40 Mol-%, insbesondere 30 bis 38 Mol-%, bevorzugt 30 bis 35 
Mol-% erwiesen. Bevorzugt betragt der prozentuale Gehalt von PEG im ABA-Block- 
copolymer etwa 32 oder 33 Mol-%. 

15 

Der prozentuale Gehalt von LA im ABA-Blockcopolymer betragt vorzugsweise 40 bis 
60 Mol-%, insbesondere 45 - 60 Mol-%. Bevorzugt sind Molprozente von etwa 46 %, 
51 % oder 57 %. Der prozentuale Gehalt von GA im ABA-Blockcopolymer betragt vor- 
zugsweise 5 bis 25 %, insbesondere 10 bis 25 %. Bevorzugte Prozentangaben sind etwa 
20 11 %, 16% oder 22%. 

Das Verhaltnis von Milchsaure zu Glykolsaure im Blockpolymer liegt zwischen 1 1 bis 
5:1, insbesondere betragt es zwischen 1,5: 1 bis 4,5: 1 . Besonders bevorzugt ist ein Ver- 
haltnis LA/GA von etwa 2: 1 bis 4 : 1 . Erfindungsgemafi besonders bevorzugte ABA- 
25 Triblock-Copolymere sind Polymere mit einem Verhaltnisanteil von LA/GA « 4 : 1 und 
einem Polyethylenglykolgehalt von 30-38 %. Insbesondere kommt ein Polymer mit einem 
Verhaltnisanteil LA:GA:PEG = 57:1 1:32; 51:16:33; 50:12:38 oder 46:22:32 in Frage. 

Die letztgenannten Polymermodifikationen bieten ein Optimum an Abbaugeschwindigkeit 
30 und PEG-Gehalt. Ein hoherer PEG-Gehalt fuhrt zwar zu einem noch schnelleren Abbau, 
andererseits aber auch zu einer Verschlechterung der mechanischen Eigenschaften der 
Mikropartikel und moglicherweise auch zu Wechselwirkungen zwischen PEG und Poly- 
peptid. 

35 Die Herstellung der ABA-Triblock-Copolymere kann nach literaturbekannten Verfahren 
(s. Journal of Controlled Release 27, 1993, 247-257) durchgefuhrt werden. 
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Uberraschend wurde gefunden, dafl die erfindungsgemaflen Zuschlagstoffe neben ihrem 
aggregationsmindernden Effekt eine signifikante Erhohung der Freisetzungsdauer be- 
wirken konnen, verglichen mit AB A-Mikropartikeln ohne Zuschlagstoffe. Dies gilt insbe- 
sondere fur die erfindungsgemafien Serumproteine, die eine Erhohung der Freisetzungs- 
5 dauer des Polypeptids auf beispielsweise bis zu 29 Tagen hervomifen (vgl. Beispiei 4) 
Als Serumproteine werden bevorzugt bovines oder humanes Serumalbumin eingesetzt. 
Werden die erfindungsgemafien Zuschlagstoffe , insbesondere BSA und Beta-Hydroxy- 
propyi-Cyclodextrin, PLGA-Mikropartikeln zugesetzt, so tritt ebenfalls ein aggre- 
gationsmindernder Effekt und somit eine Stabilisierung der aggregationsempfindlichen 
10 Polypeptide ein. 

Derartig lange Freisetzungszeitraume von bis zu 29 Tagen sind von Polypeptiden aus 
Mikropartikeln auf Basis von PLGA oder ABA-Triblock-Copolymeren bislang nur bei 
hohem Beladungsgrad bekannt, jedoch nicht fur solche Falle, in denen die Wirkstoff- 

15 menge in den Mikropartikeln sehr gering ist, wie beispielsweise im Fall von EPO Wird 
EPO in einem hoheren Beladungsgrad (z.B. ca. 3 %) in den ABA-Mikropartikeln einge- 
schlossen, wird das Protein uber 29 Tage freigesetzt (s. Tab. 4 B). Insbesondere konnte 
festgestellt werden, daB eine verlangerte Freisetzung erzielt wird, wenn eine Mono- 
carbonsaure, insbesondere Benzoesaure, der Polymerphase bei der Herstellung der 

20 Mikropartikel zugesetzt wird. Dies gilt insbesondere im Fall der zuvor genannten 
niederen Beladungsgraden . 

Die erfindungsgemafien Mikropartikel konnen als Zuschlagstoffe auch Aminosauren wie 
z.B. Arginin, Glycin, Lysin oder Phenylalanin, Cyclodextrine oder Cyclodextrinderivate 

25 wie z.B. Beta-Hydroxypropyl-Cyclodextrin (HPCD) enthalten. Ebenso konnen erfin- 
dungsgemafi als Zuschlagstoffe Polyaminosauren wie z.B. Polyarginin oder Polyhistidin 
eingesetzt werden oder auch Gemische aus Cyclodextrinen oder Cyclodextrinderivaten 
mit Aminosauren oder Polyaminosauren wie z.B. HPCD mit Polyarginin. Auch Gemische 
aus Dextranen mit Cyclodextrinderivaten, z.B. mit HPCD, oder mit Cyclodextrinen 

30 finden Verwendung. Die verwendeten Dextrane besitzen ein Molekulargewicht zwischen 
20.000 und 60.000, besonders bevorzugt ist Dextran 40.000. 

Neben den Serumproteinen werden erfindungsgemafi als Zuschlagstoffe Gemische aus 
Dextranen und Polyarginin oder Gemische aus Dextranen und Polyhistidin besonders 
35 bevorzugt eingesetzt. 
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Die erfindungsgemaBen Mikropartikel enthalten die Zuschlagstoffe in einer Menge von 
0,5 - 40 Gew .-%, bezogen auf die Gesamtmikropanikelmenge, vorzugsweise von 1 - 
30%. Insbesondere bevorzugt sind 1 - 20 Gew.-%. Im Fall der Saccharide werden vor- 
zugsweise Mengen von 5 - 15 Gew.-% eingesetzt. Im Fall der Polyaminosauren betragt 
die Menge der Zuschlagstoffe insbesondere 1 - 5 Gew.-%. Cyclodextrin und Cyclo- 
dextrinderivate werden vorzugsweise in einer Menge von 2 - 20 Gew.-% zugesetzt. Die 
Menge an BSA oder HSA betragt bevorzugt 2 - 20 Gew.-% bezogen auf das 
Gesamtpartikelgewicht. Die Menge an Carbonsauren betragt insbesondere bis zu 15 %, 
bevorzugt etwa 10 %. 



Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung von Polypeptid enthaltenden 
Mikropartikeln mit Hilfe des Tripelemulsionsverfahrens, das dadurch gekennzeichnet ist, 
daB das bei der Herstellung der "oligen" bzw. organischen Phase durch Losen eines 
Polymers in einem organischen, nicht wassermischbaren Lbsungsmittel als Polymer ein 
1 5 ABA-Triblock-Copolymer eingesetzt wird, dessen A-Block ein Copolymer aus Milch- 
und Glykolsaure ist und dessen B-Block eine Polyethylenglykol-Kette darstellt und dem 
waBrig gelosten Polypeptid, das in der organischen Phase emulgiert wird, Zuschlagstoffe 
zugesetzt werden, die ausgewahlt sind aus der Gruppe Serumproteine, Polyaminosauren, 
Cyclodextrine; Cyclodextrinderivate; Saccharide, wie z. B. Di- und Polysaccharide; 
20 Aminozucker; Aminosauren; Detergenzien oder Carbonssauren sowie deren Gemische. 

Es hat sich gezeigt, daB der erste Homogenisierungsschritt (Bildung der W/O-Emulsion) 
offensichtlich fur die Bildung von Polypeptid- Aggregaten besonders verantwortlich zu 
sein scheint. ErfindungsgemaB wurde deshalb die Dispergierzeit von 60 auf 30 Sekunden 

25 verkiirzt, als Homogenisator ein Ultra-Turrax eingesetzt und das Gewichtsverhaltnis 
Wasser/organische Phase (bevorzugt Dichlormethan) von 5 auf bis zu 20 % 
(Gewichtsprozent) erhoht. Vorzugsweise wird im ersten Homogenisierungsschritt zwei- 
mal etwa 30 Sekunden, mit einer Pause von etwa 30 Sekunden, dispergiert. Besonders 
vorteilhaft wird einmal etwa 30 Sekunden lang dispergiert. Durch diese Modifizierung 

30 der Herstellungsbedingungen konnte eine leichte Abnahme des Aggregatanteils erreicht 
werden. 

Im Sinne des erfindungsgemaBen Herstellverfahrens ist es besonders vorteilhaft, wenn 
wahrend des HersteUungsprozeBes alle Losungen und Gerate wahrend der gesamten 
35 Herstelldauer auf 0 - 6 °C gekuhlt werden. Hierdurch wird eine besonders giinstige 
Aggregatreduktion des Proteins erzielt. Es ist in diesem Fall sogar mbglich, auf den 
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Zusatz von aggregationshemmenden Zuschlagstoffe weitgehend zu verzichten. Im 
Vergleich zur Herstellung der Mikopartikel bei Raumtemperatur konnte auf diese Weise 
eine deutliche Reduzierung des Aggregatgehaltes der verwendeten Polypeptide in den 
Mikropartikeln erreicht werden (Reduktion von 10 - 20 % Aggregatgehalt auf einen 
Aggregatgehalt von 2-5 %). 

Das Gewichtsverhaltnis Wasser/organische Phase von 20-25 % (3 -4 Teile organisches 
Losungsmittel/einTeil Wasser) ermoglicht auflerdem das Einbringen einer groBeren 
Menge von Zuschlagstoffen in die innere waBrige Phase. 

Die erfindungsgemafien Mikropartikel besitzen uberraschenderweise auch einen auBerst 
geringen Restlosungsmittelgehalt. Die mit ABA-Polymer hergestellten Mikropartikel 
enthalten weniger als 1 %, vorzugsweise weniger als 0,1 %, insbesondere weniger als 
0,01 % Restldsungsmittel, wie z.B. Dichlormethan. OfFensichtlich wurde durch die 
gewahlten ProzeBparameter eine nahezu vollstandige Entfernung des Dichlormethans aus 
den entstehenden Mikropartikeln erreicht, was vor allem auf das gunstige Volumen- 
Verhaltnis der organischen zur auBeren waBrigen Phase zuriickzufiihren ist. 

Urn den Einflufi von Restwasser auf die Proteinstabilitat auszuschliefien, wurde auch der 
Restwassergehalt in den Mikropartikeln bestimmt. Der ermittelte Wassergehalt von 0,2% 
zeigte, daB der Wasseranteil der eingesetzten inneren wassrigen Phase fast vollstandig 
entfemt werden konnte. 

Untersuchungen zur Lagerstabilitat der erfindungsgemaBen Mikropartikel haben gezeigt, 
daB diese mindestens 2 Monate bei Raumtemperatur (20-25°C) lagerstabil sind und keine 
Veranderungen hinsichtlich der Aggregat-Bildung und dem Freisetzungsverhalten 
auftreten. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Verwendung von pharmazeutischen Zuschlag- 
30 stoffen ausgewahlt aus der Gruppe Serumproteine, Polyaminosauren; Cyclodextrine; 

Cyclodextrinderivate; Saccharide; Aminozucker; Aminosauren; Detergenzien sowie Gemische 
dieser Zuschlagstoffe zur Vermeidung der Aggregatbildung von aggregationsempfindhchen 
Polypeptiden bei der Herstellung von Polypeptid-enthaltenden Mikropartikeln. 



20 



25 



35 



In den folgenden Ausfuhrungsbeispielen wird die Erfindung naher erlautert, ohne sie 
darauf zu beschranken. 
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Beispiel 1: 

Verfahren zur Herstellung von Mikrooartikeln enthaltend EPO (W/O/W-Methode) 

5 Ein D,L-PLGA-Polymer (LA:GA=50:50; RG503) wurde von Boehringer Ingelheim 
bezogen und ein ABA-Copolymer (LAiGA^EG^SO: 12:38) wurde wie in "Journal of 
Controlled Release 27, 1993, 247-257" beschrieben, hergestellt. 

Es wurde je eine Losung aus dem D,L-PLGA- und ABA-Block-Polymer in Dichlor- 
10 methan hergestellt, indem 700 mg des Polymers in 2,5 ml (3,3 g) Dichlormethan gelost 
wurden. 3,5 mg EPO (in 0,2 ml Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7,4) werden je nach 
Bedarf mit ZuschlagstofFen (1 % - 20 Gew.% bezogen auf die Gesamtmikropanikel- 
menge) versetzt und mit Wasser auf 0,8 ml (0,8 g) Endvolumen aufgefullt. 

15 Die waBrige EPO-Losung wird zur Polymerlosung gegeben und mit Hilfe eines Ultra- 
Turrax (30 Sekunden, 30s Pause, erneut 30s, 20-24°C, 20.000 U bzw. einmal fur 30 
Sekunden) eine W/O-Emulsion hergestellt. AnschlieBend wird die W/O-Emulsion durch 
Einspritzen in 300 ml waBrige 0, 1 % PVA-Losung mit Hilfe eines Ultra-Turrax bei 8000 
U/min fur 30 Sekunden dispergiert (Herstellung einer W/O/W-Tripelemulsion) 

20 

Die W/O/W-Emulsion wird zur Verdunstung der organischen Dichlormethanphase fur 2 
bis 3 Stunden bei Raumtemperatur mit Hilfe eines Flugelriihrers geriihrt (solvent 
evaporation). Die gebildeten und geharteten MP werden durch Abnutschen isoliert, 
zweimal mit je 200 ml Wasser gewaschen und lyophilisiert. Die Mikropartikel werden in 
25 einem Exsikkator uber Blaugel bei 4 °C - 8°C gelagert. 

Beispiel 2: 

30 Stabilisierun g von EPO-haltieen Mikrooartikeln 

Es wurden nach herkommlichen Methoden, wie in Beispiel 1 beschrieben, Mikropartikel 
hergestellt, wobei unterschiedliche ZuschlagstofFe in unterschiedlichen Mengen, bezogen 
auf die Gesamtmikropartikelmenge, eingesetzt wurden. 

35 
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Die Aggregatbildung des WirkstofFes EPO wurde anschlieBend mittels SDS-PAGE nach 
der Extraktion von EPO aus den Mikropartikeln (a) oder der Solvatation der Mikro- 
partikel in DMSO oder DMSO/DMF-Gemisch (30:70) (b) folgendermaflen bestimmt: 

5 a) 10 mg MP wurden in 300 ul CH 2 C1 2 gelost und EPO durch Zugabe 

von 700 ul Aceton ausgefallt. Das EPO-Prazipitat wurde abzentrifugiert, 
2x mit 1 ml CH 2 Cl 2 /Aceton-Gemisch (1 :3) gewaschen und anschlieBend in 
der speed vac getrocknet. Der Niederschlag wurde in Probenpuffer fiir 
SDS-PAGE (Zusammensetzung: 60 mM Tris-HCl, pH 6,8; 2 % SDS; 10 % 

10 Glycerin; 0,001 % Bromphenolblau) gelost, auf ein 12,5 oder 15%-iges SDS-Gel 

geladen und einer Elekrophorese unterzogen. 

b) 1 0 mg MP wurden in 200 ul DMSO/DMF (30:70) gelost. 25 ul (entspricht 
ca. 5 ug EPO) wurden direkt auf ein 15 %-iges SDS-Gel geladen und einer 
15 Elektrophorese unterzogen. 

Nach AbschluB der Elektrophorese wurden die Gele entweder: 

aa) mit Coomassie angefarbt und mittels eines Laserscanners 

densitometrisch vermessen, oder 
bb) auf Nitrocellulose geblottet, mittels eines EPO-spezifischen Antikorpers 
20 die EPO-haltigen Banden angefarbt und mittels eines Laserscanners 

densitometrisch vermessen. 

Es zeigte sich, daB in ABA-Mikropartikeln (LA:GA:PEG = 50:12:38) der EPO- 
Gesamt-Aggregat-Anteil von ca. 15-30% durch den EinschluB von BSA auf unter 
25 1% verringert werden konnte. Weiterhin zeigten Poly-L-Arginin bzw. Poly-L- 

Histidin, auch in Kombination mit Dextran 40.000 eine deutliche Aggregat-reduzie- 
rende Wirkung. Diese Zuschlagstoffe wurden in einer Menge von 1 bis 10 Gew.-%. 
bezogen auf die Gesamtmikropartikelmenge, eingesetzt (vgl. Tabelle 1). 

30 Auch in EPO-PLGA-Mikropartikeln wird durch Zuschlagstoffe eine Aggregat- 

Reduzierung erreicht. Hier erwiesen sich insbesondere BSA und 0-Hydroxy-Propyl- 
Cyclodextrin als auBerst wirkungsvoll (Aggregatanteil unter 1%) (vgl. Tabelle 2). In 
den Mikropartikeln mit PEG als Zuschlagstoff wurde dagegen ein Anstieg des 
Aggregatanteils festgestellt. Daneben wurde bei PEG bzw. Pluronic F127 haltigen 
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Mikropartikeln mit mindestens 4% Hilfsstoffanteil ein vermehrtes Auftreten 
deformierter Mikropartikel beobachtet. 

Tabelle 1 : Zuschlagstoffe und ihr EinfluB auf die Aggregat-Situation 



Zuschlagstoff 


% WW 

vom Gesamt- 
partikel 


Aggregation 
t = erhoht 
- = unverandert 
4- = erniedrigt 


ohne (Raumtemperatur) 




10-20% 


ohne (0-4 °C) 




I 


bovines Serumalbumin 


5 


III 


Hnvin<»^ ^pnimalhumin 

UUVIllvd Uvl UllUUl/UllUll 


10 


III 


Dextran 40 000 


5 


I 


Dextran 20 000 


5 




Polv-L- Arcinin 


1-5 


11 


Poly-L-Histidin 


1-5 


11 


Poly-L-Arginin 

G-Hvdroxypropyl-Cyclodextrin 


2,5 
2,5 


I 


Dextran 40.000 
B-Hydroxypropyl-Cvclodextrin 


2,5 
2,5 


11 


Poly-L-Arginin 
Dextran 40.000 


1-5 

5 


11 


Poly-L-Histidin 
Dextran 40.000 


1-5 
5 


11 


B-Hydroxypropyl-Cyclodextrin 


5-15 


I 


Arginin 


5 


I 


Benzoesaure 


10 




Tween 20 


0,5 


I 


Pluronic F68 


0,5 


I 


PluronicF127 


! 0,5 


I 


Zum Vers?leich: 


15 


Tt 


100 mM Na-Phosphat 
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Tabelle 2: 

Zuschlagstoffe und ihr EinfluB auf die Aggregat-Situation in PLGA-Mikropartikeln 

5 



Zuschlagstoff 


% WW 

vom Gesamt- 
partikel 


Aggregation 
T = erhoht 
- = unverandert 
4 = erniedrigt 


initiaier Burst 

[%i 


ohne 




8-10% 1 


29 


BSA 


5 


u 


40 


BSA 


10 


u 


40 


CD 


5 


u 


30 


CD 


10 


u 


40 


CD 


15 


u 


40 


CD/PEG 10.000 


5/5 


I 


7 


CD/Pluronic F127 


5/5 


i 


8 


CD/Trehalose 


5/5 


I 


30 


Dextran 40.000 


5 


I 


10 


D40/Poly-(L)-Arginin 


5/1 


I 


n.b. 


Arginin 


0,2 


I 


15 


Arginin 


4,8 


I 


18 


PEG 1.550 


0,43 




12 


PEG 1.550 


4,3 


t 


1.3 


PEG 10.000 


10 


t 


0.6 


PEG 35 .000 


10 


t 


n.b. 


Pluronic F127 


10 


I 


20 



n.b. : nicht bestimmt 



10 
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Beispiel 3: 

EinfluB von Zuschlacstoffen auf die Freisetzung von EPO aus PLGA-M ikropartikeln 

5 Es wurden Mikropartikel auf Basis von D,L-PLGA-Polymeren (RG503, MG= 40 000; 
LA:GA= 50:50; Polydispersitat 2,4) mit einem Wirkstoffgehalt von EPO von 0,5 % 
(bezogen auf die Gesamtmikropartikelmenge) gemaB Beispiel 1 hergestellt, wobei bei der 
Herstellung unterschiedliche Zuschlagstoffe (% w/w bezogen auf die Gesamtmikro- 
partikelmenge) eingesetzt wurden. 

10 

Die Bestimmung der Freisetzungsrate (in % der verkapselten Wirkstoffmenge/pro Tag) 
erfolgte folgendermaBen: 

Jeweils 15 mg Mikropartikel wurden in 2 ml EppendorfgefaBen eingewogen und mit 1,5 
ml PBS-Puffer und 0,01 % Tween 20, pH 7,4 versetzt. Diese Rohrchen wurden in einem 
15 auf 37 °C thermostatierten, rotierenden Metallblock (Rotatherm, Fa. Liebisch, 30 

U/Min.) gestellt. Nach den vorgegebenen Probenahmezeiten wurden die Proben gezogen 
und das verbleibende Freigabemedium jeweils vollstandig durch neues Medium ausge- 
tauscht. Es wurden die Freisetzungsraten flir folgende Mikropartikel bestimmt: 

20 Tabelle 3 

In vitro Freisetzung von EPO aus PLGA (50:50) - Mikropartikeln 

Freisetzung in % / Tag (bezogen auf die in den MP vorhandene EPO-Gesamtmenge) 



Tag: 

ZuschlagstofT 


1 


2 


3 


7 


11 


14 


18 


21 


25 


29 


ohne 


29 




















10%BSA 


40 




















10%HPCD 


36 




















5 % Arg 


19 


0,1 


0,05 
















5 % Dextr 40 


9,2 


0,2 


















5 % Dextr 40 
1 % Polyarg 


5,7 


0,3 



















WO 96/28143 



PCT/EP96/00980 



17 



Dextr 40 

Polyarg: 

Arg: 



Dextran 40.000 

Polyarginin 

Arginin 

B-Hydroxypropyl-Cyclodextrin 
bovines SerumaJbumin 



5 



HPCD: 
BSA: 



Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, daB in PLGA-Mikropartikeln unabhangig von den 
Zusatzstoffen die EPO-Freisetzung nur maximal 24-36 Stunden andauert und dann keine 
10 weitere kontinuierliche Freisetzung erfolgt. Durch die Zuschlagstoffe wird lediglich die 
Hohe des initialen Burst verandert. Eine protahierte Freigabe des EPO konnte mit den 
Zuschlagstoffen nicht erreicht werden. 

15 Beispiel 4: 

EinfluB von Zuschlagstoffen auf die Freisetzung von EPO aus AB A-Mikropartikeln 

Es wurden Mikropartikel auf Basis von ABA-Tribiock-Copolymeren mit 
20 LA:GA:PEG=57: 1 1 :32 (Polymer A) und LA:GA:PEG=50: 12:38 (Poymer B) mit einem 
Wirkstoffgehalt von EPO von jeweils 0,5 Gew.-% (bezogen auf die Gesamtmikro- 
partikelmenge) gemaB Beispiel 1 hergestellt, wobei unterschiedliche Zuschlagstoffe (% 
w/w bezogen auf die Gesamtmikropartikelmenge) eingesetzt wurden. Die Bestimmung 
der Freisetzungsraten wurde wie in Beispiel 3 beschrieben durchgefiihrt. Die Ergebnisse 
25 sind in Tabelle 4 A zusammengefafit. Die Polymere A und B waren hinsichtlich des Frei- 
setzungsverhaltens des Wirkstoffes qualitativ weitgehend vergleichbar. 
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Tabelle 4 A: 

In vitro Freisetzung von EPO aus ABA Mikropartikeln (bei 0.5% Beladungsgrad) 
Freisetzung in % / Tag (bezogen auf die in den MP vorhandene EPO-Gesamtmenge) 



Tag: 

ZuschlagstofT 


1 


2 


3 


7 


11 


14 


18 


21 


25 


29 


ohne 


12,7 


1,8 


0,5 


0,26 


0,02 












5 % BSA 


4,6 


1,6 


0,5 


0,4 


0,12 


0,06 


0,07 


0,04 


0,03 


0.04 


10%BSA 


3,7 


1,6 


0,4 


0,4 


0,25 


0.14 


0,11 


0,08 


0.04 


0,04 


5 % Dextr 40 


9,0 


1,1 


n.d. 


0,85 


0,3 


0,22 


0,1 








5 % Dextr 40 
1 % Polyarg 


17,0 


3,0 


n.d. 


2,8 


1,3 


0,34 


0,17 








10% Benzoesaure* 


18,4 


3,9 


3,4 


2,5 


1,3 


0,7 


0,2 


0,1 






10%HPCD 


23,2 


3,1 


2,0 


1,2 


0,5 


0,12 


0,07 








5 % Arg 


38 


4,5 


3,5 


0,7 


0,3 


0,03 


0,02 









Dextr 40: Dextran 40 000 

Polyarg: Polyarginin 

10 Arg: Arginin 

HPCD: B-Hydroxypropyl-Cyclodextrin 

BSA: bovines Serumalbumin 

n.d. nicht bestimmt 

Zuschlagstoff in die Polymerphase gegeben 

15 



Aus Tabelle 4 A wird deutlich, daB im Gegensatz zu den PLGA-Mikropartikeln bei den 
ABA-Mikropartikeln eine kontinuierliche Freisetzung von EPO bis beispielsweise zum 
29. Tag erzielt werden kann, insbesondere bei der Verwendung von BSA als Zuschlags- 

20 Stoff. 

Vergleicht man die in vitro Freisetzung von EPO aus PLGA (50:50) - Mikropartikeln 
und ABA-Mikropartikeln verschiedener Monomerzusammensetzungen mit einem Wirk- 
stofFgehalt von 0,5 % bzw. 3,4 % - jeweils ohne Zusatzstoffe - so wird die Uberlegenheit 
25 der erfindungsgemaflen ABA-Mikropartikel deutlich: 
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Tabelle4B: 



Vergleich der In vitro Freisetzung von EPO aus PLGA- und AB A-Mikropartikeln mit 
unterschiedlichen Monomerzusetzungen bzw. unterschiedlichen Beladungsgrad ohne 
5 weitere Zusatzstoffe 

Freisetzung in % / Tag (bezogen auf die in den MP vorhandene EPO-Gesamtmenge) 



Tag: 

MP aus Polymer 

Beladungsgrad (in %) 


1 


2 


3 


7 


11 


14 


18 


21 


25 


29 


PLGA (50:50) (0,5%) 


29 




















ABA (57: 11:32) (0,5%) 


12,7 


1,8 


0,5 


0,26 


0.02 












ABA (51:16:33) (0,5%) 


31 


n.b. 


1,6 


0,7 


0,4 


0,1 










ABA (46:22:32) (0,5%) 


15 


n.b. 


3,2 


1,0 


0,5 


0,2 


0,1 








ABA (5 1:16:33) (3,4%) 


11,7 


22 


1,8 


0,8 


0,2 


0,17 


0,2 


0,2 


0,13 


0,1 



10 



15 



n.b. = nicht bestimmt 

Aus der Tabelle 4 B ist zu entnehmen, daB bei geringem Beladungsgrad (0,5 %) die Frei- 
setzung aus AB A-Mikropartikeln auf 1 1-18 Tage begrenzt ist, wenn keine Zuschlag- 
stoffe zugesetzt werden. lm Falle der ABA-Triblock-Copolymeren ist im Verhaltnis zu 
den PLGA-Mikropartikeln bei gleichem Beladungsgrad eine verlangerte Freisetzungs- 
dauer festzustellen. Die Freisetzungsdauer verlangert sich bei einem hoheren Gehalt von 
GA im ABA-Triblock-Copolymeren (s o. langere Freisetzung bei steigendem Gehalt von 
GA von 1 1, 16 bzw. 22 Gew.-%). 
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Beispiel 5: 

In der folgenden Tabelle 5 werden die chemischen und physikalischen Eigenschaften 
einiger ABA-Blockpolymere in einer Ubersicht zusammengestellt. 

5 

Tabelle 5: 

Ubersicht der verwendeten ABA-Triblock-Copolymere 



Charge 


LA/GA/PEG 


MW 


Tg 


Polydispersitat 




% 


TDal 


r°q 




1 


64/13/23 


25.000 


47.9 


3.1 


2 


57/1 1/32 


19.000 


46.3 


2.5 


3 


50/12/38 


20.000 


46.1 


2.3 


4 


45/9/46 


17.000 


42.1 


2.8 


5 


36/35/29 


16.400 


35.3 


6.8 


6 


46/22/32 


16.700 


45.1 


5.4 


7 


42/28/30 


17.200 


31.1 


8.4 


8 


51/16/33 


18.500 


47.9 


4.6 


9 


40/20/40 


13.500 


23.7 


5.2 



10 

Die aus den in Tab. 5 angegebenen ABA-Triblock-Copolymeren hergestellten EPO- 
haltigen MP wiesen Glasubergangstemperaturen (Tg) im Bereich von 27-45°C auf. 
Damit ist eine langfristige stabile Lagening der MP im Kuhlschrank (4-8°C) moglich. 

15 

Beispiel 6; 

Herstellung von Mikropartikeln unter Kuhlung zur Reduktion der Aggregatbildung 

20 Die Herstellung der Mikropartikel erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben mit folgenden 
Anderungen: 

Alle Losungen (DicWormethan-Polymer-Ldsung, EPO-L6sung in Natrium-Phosphat- 
Puffer und PVA-Losung) wurden in einem Eisbad (0 °C) im KuWraum vorgekiihlt. Alle 
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GefaBe und Gerate (z.B. Ultrathurrax) wurden im Kiihlraum (4 °C) vorgekiihlt. Alle 
Schritte zur Herstellung der Mikropartikel, inklusive des Riihrens der w/o/w-Emulsion 
zur Hartung der Mikropartikel und zur Evoparation des Dichlormethans wurden im Eis- 
bad im Kiihlraum durchgefuhrt. Die Messung der Temperatur in der 0,1 %igen PVA- 
5 Losung nach Herstellung der w/o/w-Emulsion ergab 1 °C. 

Die so hergestellten Mikropartikel hatten folgende vorteilhaften Eigenschaften: Der 
praktische Beladungsgrad von EPO war groBer als beim Standardverfahren (0,54 % start 
0,4 %). Der Aggregatgehalt in Mikropartikeln ohne stabilisierende Zuschlagstoffe war 
10 geringer (2 - 5 % statt 10-20 %). Der Aggregatgehalt wurde dabei analog dem in 
Beispiel 2 beschriebenen Verfahren bestimmt. 

Ahkiirzungsverzeichnis: 



15 
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MP: 



PLGA: 



LA: 



GA: 



ABA: 



B-Block 



A-Block 



Mikropartikel 

Copolymer aus Milchsaure und Glykolsaure 
Milchsaure (lactic acid) 
Glykolsaure (glycolic acid) 
Tripel-Blockcopolymere aus A- und B-Block 
Copolymer aus Milch- und Glykolsaure 
Polyethylenglykol (PEG) 



25 



BSA: 



HSA 



D40 



PVA 



bo vines Serumalbumin 
humanes Serumalbumin 
Polyvinylalkohol 
Dextran 40.000 
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Patentanspruche 



1 . Pharmazeutische Darreichungsformen in Form von Mikropartikeln bestehend aus 
5 einer einen Wirkstoff enthaltenden Polymermatrix, wobei das Polymer ein ABA- 

Triblock-Copolymer ist, dessen A-Block ein Copolymer aus Milch- und Glykol- 
saure und dessen B-Block eine Polyethylenglykol-Kette darstellt, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Wirkstoff ein aggregationsempfindliches Polypeptid ist 
und die Mikropartikel Zuschlagstoffe enthalten, die ausgewahlt sind aus der 
10 Gruppe Serumproteine, Polyaminosauren, Cyclodextrine; Cyclodextrinderivate; 

Saccharide; Aminozucker; Aminosauren; Detergenzien oder Carbonsauren sowie 
Gemische dieser Zuschlagstoffe. 

2. Pharmazeutische Darreichungsformen gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 

15 zeichnet, daB die Zuschlagstoffe ausgewahlt sind aus der Gruppe Serumalbumin; 

Polyaminosauren; Aminosauren; Saccharide; Cyclodextrinderivate und 
Detergenzien. 

3 . Pharmazeutische Darreichungsformen gemaB Anspruch 1 , dadurch gekenn- 

20 zeichnet, daB die Zuschlagstoffe ausgewahlt sind aus Gemischen von Dextranen 

und Polyaminosauren; Gemischen aus Cyclodextrinen oder Cyclodextrinderivaten 
mit Aminosauren; Gemischen von Cyclodextrin oder Cyclodextrinderivaten mit 
Polyaminosauren; Gemischen von Cyclodextrinen oder Cyclodextrinderivaten mit 
Dextranen; oder aus Gemischen von Dextranen mit Aminosauren. 

25 

4. Pharmazeutische Darreichungsformen gemaB einem der Anspruche 1-3, dadurch 
gekennzeichnet, dafl als Zuschlagstoffe in der Polymerphase Carbonsauren 
enthalten sind. 

30 5. Darreichungsformen gemaB einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das ABA-Blockpolymer ein Molekulargewicht zwischen 5.000 
bis 50.000 Dalton, vorzugsweise zwischen 10.000 bis 30.000, aufweist. 



35 



6. 



Darreichungsformen gemaB einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Polyethylenglykolanteil im ABA-Copolymer zwischen 20 bis 
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50 Gew.-%, bezogen auf die gesamte Polymermenge, vorzugsweise zwischen 
30 bis 40 Gew.-% liegt. 

7. Darreichungsformen gemaB einem der Anpriiche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
5 zeichnet, daB das Verhaltnis von Milchsaure zu Glykolsaure im ABA-Co- 

polymer zwischen 1 : 1 bis 5: 1 liegt, vorzugsweise zwischen 1,5: 1 bis 4,5: 1 . 

8 Darreichungsformen gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Verhaltnis von Milchsaure zu Glykolsaure etwa 4 : 1, vorzugsweise 2 : 1 
lo betragt. 

9. Darreichungsformen gemaB einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Zuschlagstoffe in einer Menge von 0,5 bis 40 Gew.-%, 
bezogen auf die Gesamtmikropartikelmenge, vorzugsweise von 1 - 30 Gew- 
15 %, enthalten sind. 

10 Darreichungsformen gemaB einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie als Polyaminosauren Polyarginin oder Polyhistidin, ins- 
besondere Poly-L-Arginin oder Poly-L-Histidin, enthalten, als Aminosauren 
20 Arginia, Glycin, Phenylalanin, Glutaminsaure oder Lysin enthalten, als 

Saccharide, Trehalose, Saccharose, Maltose, Starke, Maltodextrine, Raffinose, 
Alginat, Dextrane enthalten, als Aminozucker Chitosan oder als Detergenzien 
oder Triglyceride Tween 20®, Tween 80®, Pluronic® oder Miglyol® 
enthalten. 

25 

1 1 . Darreichungsformen gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB sie als 
Dextrane solche mit einem Molekulargewicht zwischen 20.000 und 60.000, 
vorzugsweise 40.000, enthalten. 

30 12. Darreichungsformen gemaB einem der Anspruche 1 bis 1 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie als Zuschlagstoffe Gemische aus Dextranen mit Polyarginin 
oder Polyhistidin enthalten, vorzugsweise Gemische aus Dextran 40.000 mit 
Poly-L-Arginin oder Gemische aus Dextran 40.000 mit Poly-L-Histidin. 
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13 Darreichungsformen gemafl einem der Anspruche 1-9, dadurch gekenn- 

zeichnet, daB sie als ZuschlagstofFe Serumproteine enthalten, vorzugsweise 
bovines oder humanes Serumalbumin. 

5 14 Darreichungsformen gemafl einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Polypeptidgehalt in den Mikropartikeln zwischen 0,01% bis 
zu 5 Gew.-%, bezogen auf die Gesamtmikropartikelmenge, vorzugsweise 
zwischen 0,01% bis zu 3 Gew.-% betragt. 

10 15 Darreichungsformen gemafl einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl sie Erythropoietin als Polypeptid enthalten. 

1 6. Verfahren zur Herstellung von Polypeptid-enthaltenden Mikropartikeln mit Hilfe 
des Tripelemulsionsverfahrens, umfassend die Schritte: 
15 a) Losen eines ABA-Triblock-Copolymeren, dessen A-Block ein Copolymer 

aus Milch- und Glykolsaure ist und dessen B-Block ein Polyethylenglykol- 
Kette darstellt, in einem organischen, nicht mit Wasser mischbaren 
Losungsmittel, gegebenenfalls unter Zusatz einer Carbonsaure; 
b) Zugabe einer Losung oder einer Suspension eines Polypeptides, wobei die 
20 Losung oder Suspension weitere ZuschlagstofFe enthalt, die ausgewahlt sind 

aus der Gruppe Serumproteine, Polyaminosauren; Cyclodextrine; Cyclo- 
dextrinderivate; Saccharide; Aminozucker; Aminosauren, Detergenzien 
sowie Gemische dieser ZuschlagstofFe, und Herstellung einer W/O-Emulsion 
in einem ersten Homogenisierungsschritt; 
25 c) Herstellen einer W/O/W-Emulsion in einem zweiten Homogenisierungsschritt 

durch Dispersion der erhaltenen W/O-Emulsion in einer Stabilisator-haltigen 
wassrigen Losung; und 
d) Verdunsten des Losungsmittels und anschlieflender Isolierung der Mikro- 
partikel 



30 



17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dafl im ersten Homogeni- 
sierungsschritt als Homogenisator ein Ultra-Turrax eingesetzt wird und einmal 30 
Sekunden oder zweimal 30 Sekunden, mit einer Pause von 30 Sekunden 
dazwischen, dispergiert wird. 



35 
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Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
Gewichtsverhaltnis Wasser/organische Phase von bis zu 20 - 25% gewahlt wird. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 16-18, dadurch gekennzeichnet, daB der 
gesamte Herstellungsprozefl bei Temperaturen zwischen 0 und 6 °C durchgefuhrt 
wird. 

Verwendung von pharmazeutischen Zuschlagstoffen ausgewahlt aus der Gruppe 
Serumproteine, Polyaminosauren; Cyclodextrine; Cyclodextrinderivate; 
Saccharide; Aminozucker; Aminosauren; Detergenzien oder Carbonsauren sowie 
Gemische dieser Zuschlagstoffe zur Vermeidung der Aggregatbildung von 
aggregationsempfindlichen Polypeptiden bei der Herstellung von Polypeptid- 
enthaltenden Mikropartikeln. 
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KMtpKic- | Bezeichnung der Veroffentlichung, *>weil erforderlieh unurr A nt »b* der in BflncM 



t nanonales Aktenwiehen 

FCT/EP 96/00980 



Telle 



Beer. Anspruch Nr. 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 122, no. 4, 

23.Januar 1995 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 38706, 

XP002010116 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe Zusammenfassung 
& J. CONTROLLED RELEASE, 
Bd. 32, Nr. 2, 1994, 

L^YOUXlfE^AL.: "IN-VITRO DEGRADATION 
AND BOVINE SERUM ALBUMIN RELEASE OF THE 
ABA TRIBLOCK COPOLYMERS CONSISTING OF POLY 
(L(+)LACTIC ACID), OR POLY (U+)LACTIC 
ACID-C0-GLYC0L1C ACID) A-BLOCKS ATTACHED 
TO CENTRAL POLYOXYETHYLENE B-BLOCKS." 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 120, no. 10, 

7.Marz 1994 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 107987, 

XP002010117 

siehe Zusammenfassung 

& J. CONTROLLED RELEASE, 

Bd. 27, Nr. 3, 1993, 

Seiten 247-257, 

L. YOUXIN ET AL. : "SYNTHESIS AND 
PROPERTIES OF BIODEGRADABLE ABA TRIBLOCK 
COPOLYMERS CONSISTING OF POLY (L-LACTIC 
ACID) OR POLY (L-LACTIC-CO-GLYCOLIC ACID) 
A-BLOCKS ATTACHED TO CENTRAL POLY 
(OXYETHYLENE) B-BLOCKS." 
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